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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Bakterien-
flora und Bestimmung ihrer heterotrophen AktiviiH in
organisch belastetem und unbelastetem Grundwasser
sandig-kiesiger Ablagerungen
Jurgen Marxsen*
SUMMARY
Bacteriological investigations were carried out in the groundwater of san-
dy and gravelly deposits of the river Fulda valley in an area named «Johan-
nesaue» near the town Fulda (Hesse, Fed. Rep. of Germany). In January
1979 water samples were collected from 16 pumping tubes distributed in
organically polluted and unpolluted areas (see Figs. 2 - 4).
For characterizing the bacterial populations, methods used for surface
waters were modified and, as far as the author is aware, these methods were
used for the first time for investigations pertaining subterranean waters. The
bacteria were counted by means of epif1uorescence microscopy after staining
the bacteria with the fluorochrome acridine orange. This technique renders
possible the simultaneous registration of shape and size of bacteria. Para-
meters characterizing .the heterotrophic bacterial activity were measured with
14C-Iabelled glucose. The number of bacteria in the groundwater collected
through pumping tubes, varied from 1.4 to 11.3 million bacteria per ml (see
Table 2, Fig. 6). The relative glucose uptake potential Vr, which was measured
at one substrate concentration (600 ftg glucose .1-1) where the maximum
uptake velocity is almost reached (see Fig. 5), was 0.12 - 0.74 [tg glucose
1-l.h-1 (see .table 2, Fig. 9). The corresponding specific potential was 0.02-
0.18 J..l,gglucose. h-I . cell-I (see Table 2, Fig. 10). The results agreed with
the values of maximum uptake velocity Vmax which was measured at the
same ,time in some of the groundwater samples (see Table 3),
The data give first information about distribution of the number of bac-
teria and of heterotrophic bacterial activity in the groundwater of the in-
vestigMion area. Relationships could be shown between the bacteriological
parameters (Figs. 6 - 10) on the one hand and the concentration of oxygen
(Fig. 3) and the values of COD measured with KMn04 (Fig. 4) on the other
hand.
*Limnol'0gische Flussstation des Max-Planck-Institute fUr Limnologie, D.6407
Schlitz (Hessen), Fed. Rep. of Germany.
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1. EINLEITUNG
Grundasserworkommen in sandig-kies'igen Ablagerungen sind
fUr die Versorgung der Bev6lkerung mit Trinkwasser von gros-
ser Bedeutung. Porige Grundwasserleiter liefern den gr6ssten
Teil des Grund - und Quellwassers, das 1975 71,5% der F6rde-
rung der grossen Kommunalen Wasserwerke der Bundesrepu-
blic Deutschland ausmachte, wie aus der Statistik des Bundes
der deutschen Gas - und asserwirtschaft mGW) ersichtlich
ist (nach Matthess, 1979).
Viele Grundwasservorkommen sind durch anthropogene Ver-
unreinigungen meist organischer Art belastet. Trotz der hohen
Selbstreinigungskapazitiit poriger Grundwasserleiter k6nnen
sich dadurch sowohl direkte Beeintrachtigungen und Gefahr-
dungen der Trinkwasserversorgung ergeben als auch die Nut-
zung von potentiellen Wassergewinnungsgebieten bei zukiinf-
tig steigendem Bedarf in Frage gestellt werden. Daher ist die
Kenntnis der Vorgange bei der Eliminierung von Verunreini-
gungen durch ubermassige Zufuhr von organischen Stoffen
sowie bei der Herstellung und Erhaltung natiirlicher bzw. Na-
turnaher Verhaltnisse im Grundwasser sandig-kiesiger Abla-
gerungen nicht nur von theoretischem Interesse sondern auch
von grosser praktischer Bedeutung.
Die Reinigungsmechanismen bei der Passage von organisch
verunreinigtem Wasser durch porige Grundwasserleiter sind
vielfaltiger Art (Matthess, 1973, Schmidt, 1977). Neben physi-
kalischen und chemischen Prozessen sind biologische Abbau-
leistungen von besonderer Bedeutung (Golwer et ai., 1970, Hus-
mann, 1974175, 1978, Schwille, 1977). 1m Zusammenspiel vor
all em von Bakterien, Pilzen, Protozoen und der Mehrzellerfau-
na erfolgt die allmahliche Mineralisierung der infiltrierten
Stoffe, deren einzelne Schritte sowie deren wechselseitige Wir-
kungen zu einem grossen Teil noch nicht bekannt sind (Hus-
mann, 1978).
In den letzen Jahren sind fur die bakteriologische Untersu-
chung von Oberflachengewassern wesentlich verbesserte Me-
thoden zur Erfassung der Bakterienzahlen und der heterotro-
phen bakteriellen Aktivitat entwickelt worden. Grundwas-
seruntersuchungen unter Verwendung dieser Verfahren sind
bisher nicht bekannt geworden.
Eine auflichtfluoreszenmikroskopische Methode unter Ver-
wendung des Fluoreszenzfarbstoffes Acridinorange zur Ermitt-
lung der Bakterienzahl, die auf Strugger (1949) zuruckgeht,
ist in den letzen Jahren in zahlreichen Gewassern erfolgreich
angewendet worden, z. B. in Seen von Jones (1974), Daley &
BAKTERIENFLORA DES GRUNDWASSERS 175
Hobbie (1975), Overbeck (persani. Mitt.), in Seesedimenten von
Buhrer (1977), in FlUssen von Rheinheimer (1977, a, b), Goulder
(1980), in Aestuaren von Daley & Hobbie (1975), Goulder (1976,
1977), Bowden (1977), Rheinheimer (1977, a, b), Wright (1978),
im Meer von Zimmermann & Meyer-Reil (1974), Watson et ai.
(1977), Wright (1978). Bisherige Ermittlungen von Gesamtba-
kterienzahlen des Grundwassers im Rahmen akologischer Fra-
gestellungen erfolgten durch Bestimmung von "Keimzahlen»
(z.B. Wolters & Schwartz, 1956, Farkasdi et aI., 1969, Golwer
et aI., 1972, Mestrov & Lattinger-Penko, 1977/78). Dabei ist zu
berucksichtigen, dass so nur ein Teil, meist sogar nur ein klei-
ner Teil, der Bakterien erfasst wird (vgI. z.B. Jannasch & Jones,
1959, Kusnezow, 1959, Daubner, 1972, Straskrabova, 1973, Over-
beck, 1973, Reichardt, 1978).
Heterotrophe bakterielle AktivWiten kannen mittels 14C-mar-
kierter organischer Substanzen ermittelt werden, wobei man
fur die verwendete Substanz, je nach spezieller Anwendungs-
form der Methodik, einen oder mehrere der folgenden Para-
meter erhalt: tatsachliche Aufnahmegeschwindigkeit, Umsatz-
zeit, Aufnahmepotential, relatives Aufnahmepotential, Affi-
nitat der Population zum Substrat. Auch diese Methode hat in
verschiedenen Oberflachengewassem zu besseren Kenntnissen
der bakteriellen Stoffumsetzungen gefUhrt. Als Beispiele seien
genannt Untersuchungen von Seen: Wright & Hobbie (1965,
a. b, 1966), Allen (1969), Overbeck (1975), von Seesedimenten:
Blauw (1978), von FlUssen: Dusing (1973), Marxsen (1976, 1980),
Goulder (1980), von Aestuaren: Crawford et ai. (1974), Wright
(1976), Goulder (1976, 1977), in Meeren: Seki et ai. (1974),
Gocke (1975), Wright (1978).
Die beiden Methoden wurden erstmals, soweit bekannt, zur
Untersuchung von Bakterien im Grundwasser sandig-kiesiger
Ablagerungen genutzt. Die Arbeiten wurden innerhalb des von
Husmann geplanten und in Angriff genommenen Projektes
"Das akologische Gleichgewicht im Grundwasser und seine
Starung durch infiltrierende Substanzen» (Husmann, 1974175,
1978) ausgefUhrt. Sie sollen die bisher berucksichtigten akolo-
gischen Gegebenheiten (hydrologische, physikalische und che-
miche Parameter, Substratbeschaffenheit, Metazoenfauna) er-
ganzen und damit die Grundlage fUr gesamtakologische Schluss-
folgerungen im Rahmen dieses von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft gefarderten Vorhabens wesentlich erweitern.
Nachdem zunachst die vertikale Verteilung mehrzelliger Orga-
nismen und chemischer Substanzen im Vordergrund der Grund-
wasseruntersuchungen stand wurden nun zusatzlich die ent-
sprechenden stygoakologischen Gegebenheiten in ihrer hori-
zontalen Ausdehnung erfasst. Hierzu diente ein bereits vorhan-
denes Grundwasserspiegel-Kontrollsystem. von Peilrohren im
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anschliessenden Talauenbereich. Das aus dies en Peilrohren zu-
tage geforderte Grundwasser liess erkennen, dass der zusiUz-
lich erfasste Untergrund von einem mit organischen Substan-
zen belasteten Grundwasserstrom durchflossen wird. Die sich
damit ergebende Moglichkeit zur Untersuchung subterraner
abwasserbiologischer Vorgange fUhrte, im Hinblick auf die im-
mer bedeutsamer werdenden trinkwasser-hygienischen Frage-
stellungen, zu einer Verlegung des Schwergewichtes der Arbei-
ten. Erste Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen,
die sich bei der Bearbeitung einer im Januar 1979 entnomme-
nen Probenserie aus dies em neu erfassten Untersuchungsgebiet
ergaben, werden hier vorgelegt.
2. UNTERSUCHUNGSGEBIET JOHANNESAUE BEl FULDA
Das Untersuchungsgebiet Johannesaue ist am Rande der Stadt
Fulda im Tal des hier von Silden nach Norden fliessenden Flus-
ses Fulda gelegen. Die Fulda bildet auch den Ostrand des Ge-
bietes, das im Westen von Hangen begrenzt wird, die vorwie-
gend mit Loss und Losslehm bedeckt sind, worunter sich Bunty-
sandstein-, Muschelkal-, und Keuperyschichten befinden. 1m
Norden und Silden setzt sich die Fulda-Talaue fort, die in den
oberen Schichten aus alluvialem Auelehm mit Kies und Sand
besteht. Eine geomorphologische Uebersicht gibt Abb. I, eine
geologische Uebersichtskarte enthalt Husmann (1974175).
Die zur Wasserentnahme genutzten eisernen Peilrohre (1nnen-
durchmesser: 51 mm) wurden 1963 erstellt. Sie bestehen jeweils
am unteren Ende aus einem 0,5 m langen Sumpfrohr, darilber
folgt ein perforierter Rohrabschnitt. Der obere Teil des Rohres
von 0,5 m unter Flur bis ilber der Bodenoberflache ist wieder
geschlossen. 1m perforierten Bereich wurden die Rohre mit einer
Kiesschilttung umgeben. Filr die hier beschriebenen bakteriolo-
gischen Untersuchungen wurden Proben aus insgesamt 16 noch
voll intakten Rohren entnommen (zu deren Lage s. Abb. 2), in
weiteren 4 intakten Rohren war der Wasserstand fur eine Ent-
nahme zu niedrig.
Die Rohre erreichen eine Tiefe von 3,0 m bis 6,3 m unter Flur.
Sie enden mit wenig en Ausnahmen in Tonschichten des oberen
Buntsandsteins, die das obel'e Grundwasserstockwerk von dem
darunterliegenden trennen. Ueber der Tonschicht befinden sich
Ablagerungen del' Fulda von sandigem Kies in einer Machtig-
keit von 1,6 m bis 3,3 m, darilber schluffig-tonig-feinsandige
Deckschichten mit einer Machtigkeit von 0,4 m bis 4,0 m. Bei
den Bohrungen filr die Peilrohre 24, 28, 31, 32 wurde unter der
Auelehmdecke zunachst 0,3 m bis 1,0 m schluffiger Sand ange-
troffen, darunter erst sandiger Kies. 1m Bereich der Rohre 10,
BAKTERIENFLORA DES GRUNDWASSERS 177
~L-L.~~~
1 2 3 4 5
1km
Abb. 1. Geomorphologische Uebersicht. Die Ausdehnung des untersuchten Ge-
bietes ist durch die Einzeichnung der am wettesten im Norden (PR 23), im
Westen (PR 28) und im Sliden (PR 32) gelegenen PeiIrohe kenntlich gemacht.
Zum Vergleich s. Abb. 2.
1: H6henlage unter 260 m liber NN, 2:260 _ 280 m, 3: 280 - 300 m, 4: liber 300
m, 5: Ortschaft Johannesberg.
11, 12, 13 werden die sandig-kiesigen Ablagerungen nicht von
Ton sondern von plattigem Sandstein unterlagert. In diesem Be-
reich gelangt Wasser aun dem oberen Grundwasser-stockwerk
in das darunter geleygene. Die Angaben zur Geologie des Un-
tersuchungsgebietes erfolgen nach Preul (1964). Eine genaue
Darstellung der Schichtenfolge des Untergrundes bei PR 26 gibt
Husmann (1974175).
In Abb. 2 sind die Linien gleichen Grundwasserstandes von
Januar 1979 eingezeichnet. Daraus ergibt sich, unter erganzen-
der Heranziehung der Abb. 1 (Geomorphologie), die Annahme.
dass im sudlichen Teil des untersuchungsgebietes ein Zustrom
von Grundwasser aus dem westlichen Seitental in das Fuldatal
.erfolgt. Weiter nordlich ist die Stromung dagegen meist deutlich
etwa parallel zur Fulda ausgerichtet, abgesehen von den Be-
reichen urn die Peilrohre 10, 11, -12, 13, wo sich die fehlende
Tonschicht zwischen dem oberen und demunteren Grundwas-
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Enlnahmestellen
Grundwasserstand
am 25.1.1979
Abb. 2. Grundwasserspiegel zu NN am 25.1.1979 und Lage der Un:ersuchungs.
stellen (Peilrohre) in der Johannesaue. Die kleinen Zahlen geben die Num.
mern der Peilrohre an. Die grossen Zahlen kennzeichnen Linien gleichen Grund.
wasserstandes (m tiber NN), jeweils mtt der Hohendifferenz von 1,00 m. Die
steHenweise eingezeichneten unterbrochenen Linien entsprechen einem Hohen-
unterschied von 0,50 m zu den durchgezogen2n Linien. Das Grundwasser stromt
senkrecht zu den Linien gleichen Wasserstandes.
1m Osten begrenzt die Fulda das Untersuchungsgebiet. Von Siidwesten her
flies Sen 3 kleine Arme. eines Baches der Fulda zu. Das Bett des nordlichsten
ist die meiste Zeit des Jahres trocken (durch Unterbrechungen gekennzeichnet).
1: Peilrohre, aus denen regelmiissig Proben entnommen werden. 2: Peilrohre,
die nicht in die baMeriologischen Untersuchungen einbezogen sind. 3: Peilrohre,
die in die bakteriologischen Untersuchungen einbezogen sind, aus denen aber
wegen zu niedrigen Wasserstandes im Januar 1979 keine Proben entnommen
werden kQnnten.
ser-stockwerk auf Wasserstand und Str6mungsrichtung aus-
wirkt.
Die chemischen Parameter Sauerstoffkonzentration und Ka-
liumpermanganatverbrauch, als Mass fUr die gel6sten organi-
schen Substanzen, sind in den Abb. 3 und 4 in ihrer fHichen-
haften Verteilung dargestellt. Die Bestimmung des gel6sten
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Tab. 1. Chemische und physikalische Parameter von ausgewah1ten PeHrohren
und der Fulda bei FR 6.
PR 3 PR 25 PR 26 PR 28 Fulda
Temperatur (oC) 4,3 8,0 8,1 7,3 1,7
Leitfahigkeit .(IJ.SZO. cm~l) 334 346 415 370 461
pH 6,94 6,71 6,96 6,77 7,47
Saurebindungsvermogen (mval .}-1) 2,2 3,2 2,9 2,3 1,5
Chlorid (mg. 1-1) 37 31 40 40 118
Sauerstoff (mg Oz.}-l) 2,4 0,7 3,3 7,4
K!Mn04-Verbrauch '(mg Oz .}-1) 1,8 2,5 0,4 0,2 2,3
Phosphat (mg P .}-1) 0,08 0,02 0,Q3 0,04 0,35
Nitrat (mg N .}-1) 3,54 0,34 2,50 7,07 3,70
Ni,trit (lJ.g N .}-1) 9 9 SP. 3 56
Ammonium (mg N. 1-1) 0,06 0,39 0,03 0,05 1,50
molekularen Sauerstoffs erfolgte nach dem Winkler-Verfahren,
die Entnahmetechnik ist bei Husmann (1974175) ausfiihrlich
dargestellt. Zur Bestimmung des KMn04 - Verbrauches und zu
den Analysenmethoden der ausserdem in Tab. 1 genannten
chemischen Parameter siehe Brehm (1975).
Die Verteilung der Oz - Konzentration zeigt deutlich die hori-
zontale Ausdehnung der Verunreinigungszone. In vorherge-
henden Untersuchungen (1977 und 1978) konnte zeitweise in
Peilrohren im mittleren Bereich des belasteten Grundwasser-
stromes bis hin zu PR 9 kein Sauerstoff nachgewiesen werden.
Die Verteilung der Werte des KMn04 - Verbrauches zeigt deut-
liche Parallel en zu den Sauerstoffwerten, mit Ausnahme des
Bereiches urn die Rohre 1 und 3. Trotz erh6hter Mengen an
gel6ster organischer Substanz wurde dort ein ununterbroche-
nes Ansteigen des Sauerstoffgehaltes registriert.
M6glicherweise erfolgt die Infiltration der Verunreinigungs-
substanzen nicht kontinuierlich. so dass mit mehr oder weniger
stossartigen Belastungen gerechnet werden muss. Das legten
auch schon die chemischen Befunde der zun1ckliegenden Ent-
nahmen nahe. Die Substanzen urn die Rohre 1 und 3 k6nnten
dann die Reste einer bereits weitgehend abgebauten Verunrei-
nigung sein, von der vor allem noch biologisch schwer abbau-
bare Stoffe zUrUckgeblieben sind, die keinen erh6hten Sauer-
stossartigen Belastungen gerechnet werden muss. Das legten
stoffverbrauch bewirken. Zudem ware ein Ausgleich des m6g-
licherwe':se erh6htet Sauerst'Offverbrauches durch gesteigerte
Sauerstoffzufuhr infolge des starkeren Gefiilles in diesem be-
reich gegeben (vgl. Abb. 2).
Die relativ niedrigen Werte des KMn04 - Verbrauches am
Beginn der Erfassung des verunreinigten Grundwasserstromes
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Abb. 3 Sauel'stoffgehalt des Grundwassel's im Untel'suchungsgebiet in del'
Johannesaue(mg O2 . 1-1), dal'gestellt mit Hilfe von Linien gleichel' Konzen.
tl'ationen. Die in die Untel'suchung einbezogenen Peill'ohl'e sind ~miot einem
Punkt mal'kiert. Vgl. Abb. 2.
(bei PR 25 2,5 mg O2 - Verbrauch/D zeigen an, dass der Abbau-
prozess bereits dort recht weit fortgeschritten ist.
Weitere chemische Parameter von einigen Peilrohren und
von der Fulda in der Nahe von PR 6 sind in Tab. 1 zusammen-
gestellt.
Ausgangsort der Verunreinigung ist wahrscheinlich ein Dorf,
as . etwa 400 m vom nachstgelegenen Peilrohr entfernt in
sudwestlicher Richtung gelegen ist (vgl. Abb. 1).
3. METHODIK
a. Entnahme der Proben
Die Probenentnahme fur meiofaunistische, chemische und
bakteriologische Untersuchungen' erfolgte an einem Peilrohr
jeweils unmittelbar nacheinander.
Nach Entfernen der Schutzkappe des Rohres wurde zunachst
der Wasserstand registriert. Danach wurde mit einer auf das
Rohr auf~eschrauQtel1 Membranpumpe 50 1 WaSSE;lff(ir rneio-
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Abb. 4. Chemischer Sauerstoffbedarf (Kaliumpermanganatverbrauch, mg
02.1-1) des Grundwassers im Untersuchungsgebiet in qer Johannesaue. Vgl.
Abb. 2 und 3
faunistische Untersuchungen gefordert. In den letzten entnom-
menen 10 1 Wasser wurde die Temperatur gemessen. Anschlies-
send wurde zur Entnahme der Proben fur die chemischen Ana-
lysen ein Silikonschlauch Cinnerer Durchmesser 5 mm) bis
in eine Tiefe von 1 m uber dem Rohrende hinabgelassen. Die
Proben wurden also 0,5 m oberhalb des Begi'nns der Rohrper-
foration entnommen. Zur Forderung der chemischen und bak-
teriologischen Proben wurde eine Schlauchpumpe benutzt.
Zunachst wurde unter Verwendung eines Zellstoffilters eine
Sauerstoffprobe blasenfrei entnommen, anschliessend in glei-
cher Weise 250 ml Wasser fUr die Untersuchung von pH, Leit-
fahigkeit, Saurebindungsvermogen und Chlorid. 250 ml Probe
fUr die Ermittlung von Phosphat, KMn04 - Verbrauch, Nitrat,
Nitrit und Ammonium wurden ohne Zellstoffilter in sonst glei-
cher Weise entnommen. Eine ausfuhrliche Darstellung der hier
nur kurz beschriebenen Methodik zur Entnahme von meiofau-
nistischen und chemischen Proben gibt Husmann (1974175).
Das Material fur die bakteriologischen Untersuchungen wur-
de im Prinzip so wie die chemischen Proben entnommen (selbst-
verstandlich ohne Verwendung eines Filters). Je nach Bedarf
wurde 0,4 1 bis 1,0 1 Grundwasser in sterile Flaschen abgefUllt.
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Davon wurden 100 ml fUr die fluoreszenzmikroskopische Un-
tersuchung sofort mit frisch filtriertem Formol fixiert CEnd-
konzentration in der Probe: 2%).
Ein grosses Problem ist der Riickschluss von der aus einem
Peilrohr entnommenen Probe auf die tatsachliche Bakterien-
population im benachbarten Untergrund. Durch die am An-
fang der Entnahme erfolgte Forderung einer grosseren Was-
sermenge fiir faunistische Untersuchungen ist die Gefahr. dass
man eine spezielle Bakterienflora Peilrohr erhalt. sicherlich
erheblich reduziert. So wird angenommen. dass die Zuzammen-
setzung der Bakterienpopulationen der entnommenen Probe der
der Populationen in den umgebenden Ablagerungen entspricht.
Der grosste Teil der Bakterien in natiirlichen porigen Grund-
wasserleitern befindet sich auf festen Partikeln (uber 80%) •
aber Loslosung und Mitfiihrung von Zellen im Wasser ist mog-
lich (Matthess. 1973). Bei der hier beschriebenen Entnahme-
technik erfasst man nur die freien Bakterien und die auf den
zutage geforderten Partikeln. Die sicher sehr zahlreichen Bak-
terien auf den grosseren und schwereren Partikeln, die nicht
nach oben gelangen. bleiben unberiicksichtigt. Ueber die Re-
lation der erfassten zu den nicht erfassten Bakterien kann zu-
nachst noch nichts ausgesagt werden. Da die Untergrundver-
haltnisse im Untersuchungsbereich aber insgesamt ahnlich
sind (Preul, 1964) und da der Kiesschiittung urn die Rohre eine
gewisse Pufferwirkung gegeniiber den vorhandenen Unter-
schieden zugeschrieben wurde, hatte die Erwartung bestanden,
zumindest einen immer etwa gleichen Anteil der tatsachlichen
Bakterienflora der natiirlichen Ablagerungen zu erfassen.
Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, hat sich diese Er-
wartung als offensichtlich nur zum Teil berechtigt erwiesen.
Daher wird jetzt eine Methodik entwickelt. die besseren Auf-
schluss iiber die tatsachlichen Besiedlungsverhaltnisse der Um-
gebung von Peilrohren in sandig-kiesigen Ablagerungen ver-
spricht (Marxsen, 1982). Trotz der geschilderten Mangel er-
lauben die vorliegenden Untersuchungsbefunde schon einige
Aussagen iiber Struktur und Aktivitat der Bakterienpopulatio-
nen im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johannesaue.
b. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Bakterienflora
Die auflichtfluoreszenzmikroskopische Untersuchungstechnik
von Bakterien im Gewasser geht auf Strugger (1949) zuriick,
der diese Technik vor Allem fiir die Erfassung von Bodenbak-
terien erarbeitet hat. Fiir diese Zwecke wurde sie schon bald
vielfach ausgenutzt (z.B. Burrichter. 1953, Haber, 1959, Feld-
mann, 1957) und wird auch heute noch verwendet (z.B. Troll-
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denier, 1972, Zvyaginsev, 1973). Fur die Anwendung in Gewas-
sern wurde sie zwar auch schon bald vorgeschlagen (Jan-
nasch, 1954, DeufeL 1959), setzte sich aber ;licht durch.
Da bei e'inigen Untersuchungen erhebliche Schwankungen
der Ergebnisse bei Veranderungen der Methodik beobachtet
wurden (Jones, 1974, Daley & Hobbie, 1975), empfiehlt sich je-
weils eine genaue Angabe des Verfahrens einschliesslich der
verwendeten Optik.
Die Einzelheiten des Verfahrens bei den durchgefUhrten Un-
tersuchungen werden im folgenden mitgeteilt.
0,1 g Acridinorange (Fa. Serva) wird in 1,0 1 Phosphatpuffer
pH 7,0 (Fa. Merck) gelast. Die Lasung bleibt lichtgeschutzt
einige Wochen gebrauchsfahig. Sie wird vor dem Gebrauch
partikelfrei filtriert (Porenweite des Filters: 0,2 !Lm).
In einem Vakuumfiltrationsgerat wird mindestens 50 ml Pro-
benwasser durch ein Filter von 0,2 p.m Porenweite filtriert< Nu-
clepore Siebfilter-Membran aus Polycarbonat der Fa. Nuclepo-
re Corp., Pleasanton, Calif., Durchmesser 50 mm). Gegebenen-
falls erforderliche kleinere Probenmengen (bei zu grosser Bak-
terien-bzw. Partikeldichte) werden mit partikelfrei filtriertem
Leitungswasser (Porenweite des Filters: O,2ltm) auf mindestens
50 ml aufgefUllt. Bei den Untersuchungen in der Johannesaue
betrug das Volumen der Proben vor der Verdunnung 0,5 ml
bis 10 ml.
Danach wird 5 ml Farbstofflasung vorsichtig auf das noch
im Filtrationsapparat befindliche Filter gegeben. Nach 3 Minu-
ten wird abgesaugt.
Dann wird 8 ml Isopropanol vorsichtig auf das Filter gegeben
und kurz etwas angesaugt. Es muss auf jeden Fall noch ausrei-
chend Isopropanol uber dem Filter stehen (mindestens in glei-
cher Hahe wie die Farbstofflasung vorher). Nach 5 Minuten
wird abgesaugt.
8 ml Xylol wird vorsichtig auf das Filter gegeben. Ansaugen
wie bei Isopropanol. Absaugen nach 3 Minuten. (Bei einigen
Grundwasserproben war der Verzicht auf die Entfarbung mit
Xylol V'onVorteill.
Die Aufbewahrung der Filter bis zur mikroskopischen Unter-
suchung erfolgt im Exsikkator in Petrischalchen aus Glas.
Die Auswertung geschieht bei Auflicht mit einem Zeiss Pho-
tomikroskop (Lichtquelle: Quecksilberhachstdrucklampe HBO
50, Filterkombination: Erregerfilter BP 450-490, Farbteiler FT
510, Sperrfilter LP 520, Objektiv: Neofluar 100/1,30 Oel, Ver-
grasserung 1250fach). Dazu wird aus dem Filter ein Stuck
herausgeschnitten und auf einem Objekttrager in ein Trapfchen
destilliertes Wasser oder Puffer pH 7,0 (s.o.) gebracht. Die Bak-
terien leuchten bei der Betrachtung grun, wahrend anorgani-
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sche Partikel rotbraun erscheinen. Je Filter wurden mindestens
400 Bakterien ausgezahlt.
Bei der Zahlung wurden die Bakterien nach Form und Gros-
se unterschieden. Folgende Grossenklassen wurden festgelegt,
fUr Stab chen: Lange bis 1 !Lm,1-2!Lm,2-3 !Lm,3-4!Lm,uber 4 !Lm,
fUr Kokken: Durchmesser bis 0,5 ftm,0,5-1 !tm, 1-2 !Lm,uber 2 !Lm
Ausserdem wurde eine Gruppe fur die sonstigen Bakterien ein-
gerichtet. Bei dieser Erfassung der Bakterien nach Grosse und
Form war keine exakte Ausmessung aller Bakterien moglich.
Das ware viel zu aufwendig gewesen. Es wurde im allgemeinen
nur eine Grossenschatzung vorgenommen.
Bei der Berechnung der Gesamtbakterienzahl wurden die
auf undurchsichtigen Pattikeln gezahlten Zellzahlen verdop-
pelt.
In der Literatur finden sich zahlreiche Abwandlungen fast
aller Teilschritte der Methodik. Bei den Voruntersuchungen
wurden daher zur Optimierung des Verfahrens fur die durch-
zufuhrenden Untersuchungen zahlreiche mehr oder weniger
stark voneinander abweichende Verfahrensweisen uberpruft.
Von den dabei aufgetretenen Problem en sollen nur einige an-
gesprochen werden.
Dem Puffer, in dell! der Farbtsoff gelost wird, wurde schon
von Strugger (1949) erhebliche Bedeutung beigemessen. Die
Ergebnisse, die mit dem von Overbeck (personl. Mitt.l verwen-
deten Phosphatpuffer pH 7,0 erzielt wurden, konnten auch
durch Verwendung anderer Puffer von pH 6,0 bis pH 7,2 nicht
verbessert werden. Der Acetatpuffer pH 4,0 (Buhrer, 1977) er-
gab sogar eine deutliche Verschlechterung der Erkennbarkeit
der Bakterien.
Gelegentlich hat die Entfarbung der Filter nur mit Isopro-
panol ein besseres mikroskopisches Bild gebracht als die Ent-
farbung mit Isopropanol und Xylol.
Die Betrachtung der noch feuchten Filter, wie sie Jones
(1974), Daley & Hobbie (1975), Watson et al. (1977) vornehmen,
ist aus arbeitstechnischen Grunden ungunstig. Zimmermann &
Meyer-Reil (1974) und Rheinheimer C1977,a, b) beobachteten
eine so geringe Schrumpfung der Bakterien in den bei ihnen
vorherrlschenden Grossenklassen, dass sie unberucksichtigt
bleiben kann. Auch hier wurden entsprechend geringe
Schrumpfungen angenommen, zumal die Entwasserung und
Trocknung der Bakterien (gleichzeitig mit Entfarbung uber
Isopropanol und Xyloll relativ schonend geschieht.
Fur die Einbettung eines FilterstUckchens zur mikrosko-
pischen Betrachtung werden in der Literatur zahlreiche ver-
schiedene Moglichkeiten empfohlen. Abgesehen von der Unter-
suchung in noch feuchtem Zustand werden als Einbettungs-
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mittel verwendet: Paraffinol (Schwantes, 1971), Caedax + Pa-
raffinol (1+ 1) (Jannasch, 1954), Glycerin, Immersionsol (Over-
beck, personl. Mitt.), Zimtaldehyd + Eugenol (2+ 1) (Zimmer-
mann & Meyer-Reil, 1974). Die Erfahrungen mit diesen ver-
schiedenen Substanzen waren ausserst unterschiedlich.
Die brillantesten mikroskopischen Bilder ergab die Einbet-
tung in Paraffinol bzw. in Paraffinol + Caedax (1+1). Vor
tiefschwarzem Hintergrund heben sich die freien Bakterien,
gnln, gelb und rot leuchtend, durchweg klar abo Bakterien, die
Detritusteilchen oder anorganische Partikel besiedeln, sind
aber nur ausnahmsweise so klar erkennbar, dass sie auch si-
cher quantitativ erfasst werden konnen. Da bei denn meisten
Praparaten nur ein kleiner Teil der Partikel besiedelnden Bak-
terien sichtbar ist und freie Bakterien in den vorliegenden
Proben in der Regel keinen weitaus uberwiegenden Anteil stel-
len, hat eine Auswertung derartiger Praparate wenig Sinn.
Ein nur wenig schlechteres mikroskopisches Bild zeigt sich
bei Einbettung in Glycerin. Immersionsol ergibt meist eine deut-
liche grune Fluoreszenz des ganzen mikroskopischen Bildes,
die zu Beginn des Betrachtens die Fluoreszenz der Bakterien
uberstrahlt, aber meist nach einer gewissen Zeit verblasst ist,
so dass man dann ahnliche Bilder wie bei den bereits
genannten Materialien erhalt. Zimtaldehyd + Eugenol (2+ 1)
z'eigt ebenfalls meist eine deutliche gnlne Fluoreszenz des gan-
zen mikroskopischen Bildes, die aber nicht nachlasst. Aller-
dings sind gelegentlich die Detritus und anorganische Parti-
kel besiedelnden Bakterien gut zu erkennen, auch in Fallen,
in denen Paraffinol bzw. Paraffinol + Caedax (1+1) vOllig
ungeeignete Bilder ergeben.
Die Betrachtung von bereits getrockneten Filtern in destil-
liertem Wasser oder in Puffer pH 7,0, die durch die guten Er-
fahrungen anderer Autoren bei der Untersuchung noch feuch-
ter Filter angeregt wurde, ergibt durchweg zufriedenstellende
bis gute Ergebn.isse. Die Partikel besiedelnden Bakterien sind
deutlich erkennbar. Sie leuchten grun, nach langerer Bestrah-
lung auch gelb, wahrend die Partikel rot bis rotbraun erschei-
nen.
Auch die freien Bakterien leuchten gnln und sind deutlich
sichtbar. Allerdings ergeben sich auch Nachteile bei dieser
Betrachtungsweise. So leuchtet das Filter, insbesondere die
Poren, ebenfalls gnlnlich, was die Erkennbarkeit der Bakte-
rien erschwert. Auch nimmt die Leuchtkraft relativ schnell abo
Zahlt man aber ein Gesichtsfeld bzw. einem Ausschnitt davon
schnell genug aus, ist eine sichere Erfassung der Bakterien,
einschliesslich ihrer Zuordnung zu verschiedenen Formen und
Grossenklassen, ohne Schwierigkeiten moglich.
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C. Bestimmung der heterotrophen bakteriellen Aktivitiit
Die Methoden zur Bestimmung von heterotrophen bakteriel-
len AktivWiten in Gewassern wurden in Anlehnung an die
14C-Technik zur Bestimmung der Primarproduktion von Stee-
mann Nielsen (1952) entwickelt. Parsons & Strickland (1962)
stellten bei Untersuchungen im Pazifik erstmals fest, dass die
Aufnahme von Glucose und Acetat durch planktische Orga-
nismen entsprechend der Michaelis-Menten-Gleichung der En-
zymkinetik verlauft. Das bedeutet: Mit zunehmender Substrat-
konzentration stei'gt die Aufnahmegeschwindigkeit zunachst
an, strebt dann aber einem Sattigungswert zu (s. Abb. 5). Par-
sons & Strickland schlugen vor, bei einer Konzentration von 250
l-tgCII die Aufnahmegeschwindigkeit v als "relatives heterotro-
phes Potential" zu bestimmen. Sie zeigten, dass bei dieser Kon-
zentration die natUrliche Substratkonzentration keine wesentli-
che Rolle mehr spielt.
Durch Untersuchungen von Wright & Hobbie (1965, a, b, 1966)
bzw. Hobbie & Wright (1965) stellte sich heraus, dass bei derart
hohen Substratkonzentrationen schon Diffusionsprozesse, vor
allem bei Anwesenheit von Algen, die Ergebnisse verfalschen
k6nnen. Bei geringen Konzentrationen erhielten aber auch sie
eine der Michaelis-Menten-Kinetik entsprechende Aufnahme. Sie
schlugen deshalb vor, bei mehreren Konzentrationen eines Sub-
strates die Aufnahmegeschwindigkeit in diesem niedrigeren
Konzentrationsbereich zu verfolgen.
Analog zur Michaelis-Menten-Gleichung ergibt sich die Glei-
chung
v
V max' (Sn +A)
Kt+Sn+A
(ll.
Darin bedeuten:
v Aufnahmegeschwindigkeit,
Vmax maximale Aufnahmegeschwindigkeit,
Sn natUrliche Substratkonzentration,
A addierte Substratkonzentration,
Kt Aufnahmekonstante (entspricht der Substratkonzen-
tration, bei der v = 0,5V max ist).
Die Methode ergibt die folgenden 3 6kologischen Parameter:
Vmax maximale Aufnahmegeschwindigkeit (Aufnahmepo-
tential, heterotrophes Potential),
Kt+Sn Summe aus der Aufnahmekonstanten Kt und der na-
tUrlichen Substratkonzentration Sn,
Tt Umsatzzeit ("turnover time»), Quotient aus Kt+Sn
und Vmax (Tt = (Kt+ Sn)IV maxl.
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Abb. 5. Abhiingigkeit del' Aufnahmegeschwindigkeit va von del' Substratkonzen-
tration A. Man erkennt, dass bei: del' Bestimmung des relativen heterotrophen
Potentials Vr unter Verwendung einer Konzentration Werte ahnlich Vmaxerreicht
werden, wenn die Konzentration im Sattigungsbereich (z.E. bei 600 I-LgGlu-
cose . 1-1) gewahlt wird. (Versuch vom 22.1.1979, PR 26. Vmax= 0,599 /.l.gGlu-
cose .1.1 .h-1, Kt + Sn = 17,6 I-LgGlucose .1-1, Tt = 29,4 h')
Solange die natUrliche Sustratkonzentration nicht bekannt
ist, kann auch die tatsachliche Aufnahmegeschwindigkeit Vn
nicht ermittelt werden. Man muss sich also mit dem Aufnahme-
potential Vmax als Mass fur eine heterotrophe Aktivitat begnu-
gen. Auch fur die Aufnahmekonstante Kt, die ein Mass fUr die
Affinitat der Bakterienpopulation zum Substrat ist, ergibt sich
kein Wert. Man erhalt nur die Summe aus Kt und Sn.
In dieser Untersuchung wurden sowohl die aufnahmekineti-
schen Parameter nach Wright & Hobbie bestimmt als auch ein
«relatives heterotrophes Potentia!» (mit Vr bezeichnetl in An-
lehnung an den Vorschlag von Parsons & Strickland bei einer
Substratkonzentration von 600 [tg Glucose/I. Die letztere Bestim-
mung ist wesentlich weniger zeitaufwendig und erlaubt daher
die Erfassung eines wesentlich grosseren Untersuchungsgebie-
tes. Wahlt man die Konzentration des Substrates relativ hoch,
wie geschehen, so gelangt man bereits in den Sattigungsbereich
der Aufnahm.ekurve (s. Abb. 5) und erhalt einen Wert fur vr,
der nahe bei Vmax liegt. Probleme mit Diffusionsprozessen, die
Wright & Hobbie (1966) vor allem mit Algenpopulationen hat-
ten, ergaben sich nicht.
Die Proben wurden in einer temperaturisolierten Kiste ins La-
bor transportiert und spatestens nach 2,5 Stunden verarbeitet.
In 15 Flaschchen wurde je 10 ml Probe gegeben. Dann wurde
zu je 3 Flaschchen die gleiche Menge an 14C-markierter Sub-
stanz hinzugefugt, so dass sich 5 verschiedene Konzentrationen
von 30 bis 600 [tg Glucose/l ergeben. Jeweils eine der 3 Parallel-
proben wurde vor Versuchsbeginn mit Formol fixiert CEndkon-
zentration in der Probe: 2%) .
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Nach der Inkubation von 1 Stunde bei Standorttemperatur
wurden die Proben uber Membranfilter (0,2 !-LmPorenweite, 25
mm Durchmesser, Zellulosenitrat) unfixiert filtriert. Die Filter
wurden in Szintillationsbecher gegeben, die umgehend mit Szin-
tillatorflussigkeit (Emulsifier Scintillator der Fa. Packard) ge-
fUnt wurden. Die Auswertung erfolgte mit einem Flussigszin-
tillationszahler BF 5000.
Zur Ermittlung des relativen heterotrophen Potentials wurden
nur Konzentrationen von 600 !-LgGlucose/l verwendet.
Die Berechnung der Aufnahmegeschwindigkeit v erfolgt nach
der Gleichung
v c.A
C(t.t
(2)
Darin bedeuten:
c cpm der abfiltrierten Organismen,
C cpm von 1 !-LCi14C (Ampullenaktivitat),
IL hinzugegebene Menge an ILCi,
t Inkubationszeit.
Die Berechnung der aufnahmekinetischen Parameter geschieht
im allgemeinen uber linearisierte Formen der Michaelis-Menten-
Gleichung, vor allem durch die Transformation nach Eadie, bei
der S/v gegen S aufgetragen wird. Die Problematik der verschie-
denen Auswertungsmethoden ist ausfuhrlich diskutiert bei Marx-
sen (1976, 1980l. Vor all em die Berechnung der Parameter Tt
und Kt + Sn ist bei stark heterogenen Bakterienpopulationen
ziemlich unsicher (Williams, 1973). Relativ zuverlassig ist dage-
gen auch in diesem Fall der Vert fur Vmax. Das gilt besonders,
wenn man die Berechnung der Parameter direkt entsprechend
der Michaelis-Menten-Gleichung mit Hilfe eines Iterationspro-
grammes vornimm t, wie es hier geschehen ist.
Ein Unsicherheitsfaktor bei der Ermittlung der aufnahmeki-
netischen Parameter in dieser Untersuchung ist die Vernach-
lassigung der Respiration der aufgenommenen Glucose. Dusing
(1973) fand z.B. in der Fulda unterhalb der Stadt Fulda Respi-
rationsraten von 15-23%. Andere Autoren geben fur limnische
Biotope bis 40% an (vgl. Zusammenstellung bei Marxsen, 1976,
1980). So ergeben sich fUr die Parameter Vmax und Tt aus dieser
Vernachlassigung gewisse Unsicherheiten.
Die Aufnahme von Glucose gibt natiirlich nicht die Aktivitat
der gesamten Bakterienpopulation wieder, sondern es wird nur
die Fraktion erfasst, die auch Glucose als Substrat unter den
vorhandenen Bedingungen verwerten kann. Auch ist Glucose
nur eine von vielen im Grundwasser vorhandenen Substanzen.
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Aber sie hat sich, als zentrale Substanz im Stoffwechsel aller
Zellen. als besonders geeignetes Modellsubstrat bewahrt.
Die Entnahme von Bakterienpopulationen aus ihrer natur-
lichen Umgebung und ihre Untersuchung im Labor ist immer
problematisch. Bakterien kbnnen auf derartige Aenderungen
ihrer Umweltbedingungen sehr empfindlich reagieren (Over-
beck, 1972, 1973), so dass die Ergebnisse oft Folge von «Flaschen-
effekten» sind. Durch schnelle Verarbeitung der Proben und
mbglichst geringe Veranderungen der Standorttemperatur
wurde versucht, diese Effekte mbglichst klein zu halten.
Das komplette aufnahmekinetische Untersuchungsprogramm
kam in einer Peilrohrreihe etwa senkrecht zum Infiltrations-
strom (PR 28-26-24-9) und in einer Reihe etwa in Strbmungs-
richtung (PR 7-8-9-1-3-11) (vgl. Abb. 2) zur Anwendung, wah-
rend das relative heterotrophe Potential Vr an allen Entnahme-
stellen des Untersuchungsgebietes bestimmt wurde.
4. ERSTE ERGEBNISSE
Die Schwankungsbreite der in der Johannesaue im Januar
1979ermittelten Bakterienzahlen einschliesslich der Anteile eini-
ger Gruppen zeigt Tab. 2. Die flachenhafte Verteilung der Zahl
der Bakterien/ml im gefbrderten Grundwasser zeigt Abb. 6.
Ausserdem sind dargestellt in Abb. 7 die Zahl der «grossen»
Bakterien/ml (als solche werden Stabchen mit einer Lange tiber
1 ~tmund Kokken mit einem Durchmesser tiber 1 p.mangesehen)
Tab 2. EJCtremwerte der Untersuchungsergebnisse der bakteriologischen
Parameter.
Gesamtzahl an ,Bakterien/ml
Anteil der Stabchen (%)
Anteil der Kokken (%)
Anteil der Bakt. > 1 lJ,m (%)
Zahl der Bakt. > 1 IJ.m/ml
Vr (lJ.g Glucose . 1"1 . h-T )
vr/B (lJ.g Glucose. h-I .Bakt.-T)
Vmax (lJ.g Glucose .1-l.h~l)
Ymax/B (lJ.g Glucose .h-T • Bakt.-I )
Xt + Sn (lJ.'gGlucose. 1-1)
Tt (h)
1,4
40
30
11
0,37
0,12
0,02
0,10
0,03
17
29
(PR 8) _
(PR 1)
{PR '7)
(PR 3)
(PR 8) _
(PR 28) .
(RR 27) _
(PR 9) _
(PR 11) -
(PR 24) -
(PR ,26) _
11,3(PR 4)
70 (PR 7)
60 (PR 1)
41 (PR 7)
2,4 (PR 4)
0,74 (PR 24)
0,18 (PR 8)
0,69 (PR 7)
0,19 (PR 7)
162 (PR 11)
809 (PR 28)
xl06
xl06
xl0-9
Xl0-9
(Es bedeuten: Vr relatives heterotrophes Potential, B Zahl der Bakterien/ml,
Vmax maximale Aufnahmegeschwindigkeit, heterotrophes Potential, Kt Aufnah.
mekonstante einer Bakterienpopulation fUr ein Substrat, Sn naturliche Sub.
stratkonzentration, Tt. UmsatzzeIt.)
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Abb. 6. VerteHung der Zahl der Balcterien pro ml (fluoreszenzmikroskopische
Ziihlung) im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johannesaue.
und in Abb. 8 der prozentuale Anteil dieser grossen Bakterien
an der Gesam tzahl.
Tab. 2 enthalt auch die Extremwerte der Untersuchungen der
aufnahmekinetischen Parameter, die an 9 Untersuchungsstel-
len ermittelt wurden, sowie des relativen heterotrophen Poten-
tials (vr) , das an allen 15 Untersuchungsstellen bestimmt wur-
de. Die Verteilung der Werte des relativen heterotrophen Po-
tentials in der Johannesaue wird in Abb. 9 erkennbar.
Ausserdem wurde noch jeweils das spezifische Aufnahmepo-
tential berechnet, das ist das Aufnahmepotential bezogen auf
d.ie Bakterienzahl (El. Den Schwankungsbereich der Werte fUr
das spezifische Aufnahmepotential VmaxiB (spezifisches hete-
rotrophes Potential) und das spezifische relative heterotrophe
Potential vriB gibt ebenfalls Tab. 2. vriB ist zudem noch in
Abb. 10 dargestellt.
5. OEKOLOGISCHE AUSSAGEN UND PROBLEME
a. Bakterienzahlen
Die Verteilung der Bakterienzahlen (Abb. 6) im Grundwas-
ser des Untersuchungsgebietes kann. zwar nicht als unregel-
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Abb. 7. Vemeilung der Zahl der grossen Bakterien pro ml (.fluoreszenzmikro-
skopische Zahlung) 1m Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johannesaue.
Grosse Bakterien: Stabchen mit einer Lange tiber 1 !J.m und Kokken mit
einem Durchmesser tiber 1 Itm.
massig bezeichnet werden, aber eine einheitliche Tendenz in
Beziehungen zu chemischen Parametern wie Sauerstoff (Abb.
3) und Kaliumpermanganatverbrauch (Abb. 4) ist nicht erkenn-
bar. Das gilt auch fur die anderen chemischen Substanzen,
deren Verteilung hier nicht dargestellt ist. .
Ein etwas anderes Bild ergibt sich, berucksichtigt man nur
die grossen Bakterien (Abb. 7L Lasst man den Wert vonPR.ll
an der nordbstichen Ecke des Untersuchungsgebietes wegen des
vermuteten Einflusses von Fuldawasser unberiicksichtigt, so
ergibt sich eine deutliche Beziehung zur Verteilung des Sauer-
stoffgehaltes. Die hbchsten Werte fur diesen Teil der Bakterien
wurden mit liber 2 x l06/ml bei PR 4 und PR 24 am Rande des
Verunreinigungsstromes ermittelt. Gleichzeitig wird eine Ab-
nahme der Zahl dieser Bakterien wahrend des Uebergangszum
nicht organisch belasteteJi Teil des Untersuchungsgebietes im
Westen (PR 28) sowie in Fliessrichtung (vgl. Abb. 2 Fliessrich-
tung) nach Norden deutlich.
Der Wert von PR 8 liegt deutlich ausserhalb der allgemeinen
Tendenzen. Es muss offen bleiben, ob hier tatsachlich nur eine
relativ kleine Bakterienzahl im Untergrund vorhanden ist oder
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Abb. 8. Verteilung des Anteils der grossen Bakterien (> 1 !.Lm. vgL Abb. 7)
an der Gesamtzahl (in %) im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johan-
nesaue.
ob sich die UnzuHinglichkeiten der Entnahmemethode und die
Unterschiede in den AblagerungsverhaJtnissen hier besonders
bemerkbar machen.
Die getrennte Betrachtung von grossen Bakterien rechtfertigt
sich dadurch, dass sie durch ihre gr6ssere Blomasse fUr die bak-
teriellen Stoffumsetzungen von gr6sserer Bedeutung sind als
die oft zahlreicheren kleineren Bakterien. Es ist auch bekannt.
dass der Anteil der grosseren Bakerien mit zunehmendem Tro-
phiegrad eines Gewassers zunimmt. ebenso wie der Anteil der
Stabchen CRheinheimer, 1977, a, Daubner, 1972). Eine Betrach-
tung des Vorkommes der Stabchen im Untersuchungsgebiet
ergab allerdings keine erkennbaren Beziehungen zu anderen
Parametern.
Da gewisse Vorbehalte gegemlber der Entnahmetechnik hin-
sichtlich der Erfassung eines an allen Entnahmestellen etwa
gleich grossen Anteils der Bakterienflora der sandig-kiesigen
Ablagerungen bestehen, aber die Beziehungen von' Nahrstoff-
verhaltnissen zu Bakterienform und - grosse bekannt sind. er-
scheint eine vergleichende Betrachtung des prozentualen Anteils
der verschiedenen Formen - und Grossenklassen sinnvoll ..
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Abb. 9. Verteilung des relativen heterotrophen Potentials Vr (ug Glucose
.1-1 . h-1) im Grundwasser des Untersuchungsgebietes Johannesaue.
Der Anteil von Kokken (30 - 60% der Gesamtzahl) und der
von 5tabchen (40 - 70%) zeigt keine Beziehung zu anderen Pa.
rametern, im Gegensatz zum Anteil der grossen Bakterien (11 -
41%) (Abb. 7), Hier ergeben sich einige deutliche Veranderun-
gen gegenuber der Verteilung der absoluten Zahlen. PR 24 uber-
trifft mit 38% immer noch die Werte der umgebenden Unter-
suchungsstellen. Das Maximum an grossen Bakterien bei dieser
Betrachtungsweise hat sich aber zu PR 7 (41%) verschoben.
Besonders auffallig ist auch, dass sich der Wert von PR 8 jetzt
problemlos in die allgemeine Tendenz einfUgt. Ueberhaupt
stimmt die Ausdehnung der Zone mit einem hohen Anteil gros-
ser Bakterien (uber 25%) erstaunlich gut mit der Ausdehnung
des sauerstoffarmen Gebietes (Abb. 3) uberein. Der Anteil der
grossen Bakterien ist im sauerstoffarmen Bereich am gr6ssten
und nimmt zu den Randern des subterranen Verunreinigungs-
stromes, besonders deutlich am Westrand des Gebietes bei PR
27 und PR 28 erkennbar, und in Fliessrichtung, vor allem bei
PR 1 und PR 3 gut sichtbar, abo
So charakterisieren die Anteile der Formen - und V'Orallem
der Gr6ssenklassen an der bakteriellen Gesamtmenge die Po-
pulationen, die in den sandig-kiesigen Ablagerungen vorhanden
194 J. MARXSEN
Vr / B
lO-'.~g. h-t.Bok!.-t
Jon. 1979
Abb. 10. Verteilung des spezifischen relativen heterotrophen Potentials (vr pro
Bakterienzelle, I-tg Glucose . h~l . Bakt-1) im Grundwasser des Untersuchungsge-
bietes Johannesaue.
sind, wahrscheinlich besser, als es die ermittelten absoluten
Zahlen tun.
b. Heterotrophe Aktivitat
Die Schwankungsbreite der 3 aufnahmekinetischen Parame-
ter, die entlang der Peilrohrreihen 28 - 26 - 24 - 9 und 7 - 8 - 9
- 1 - 3 - 11 ermittelt wurden, zeigt Tab. 2. Die Werte fUr Tt (Um-
satzzeitl und fUr Kt+Sn (Summe aus der Affinitiitskonstanten
der Bakterienpopulation fUr das Substrat und der natiirlichen
Substratkonzentration) sind in ihrem Verlauf entlang der Un-
tersuchungslinien etwas uneinheitlich und nur schwer zu in-
terpretieren. Sie sollen daher hier nicht diskutiert werden.
Vergleichswerte aus anderen Biotopen fur das Aufnahmepo-
.tential von Glucose, als Mass des heterotrophen Potentials einer
Bakterienpopulation, enthiilt Tab. 4. Dabei zeigt sich, dass die
Vmax - Werte aus den Grundwasseruntersuchungen in der Johan-
nesaue Grossenordnungen erreichen konnen, wie sie in eutro-
phen Seen angetroffen werden (Plussee, Erken). Sie bleiben al-
lerdings unter den Maximalwerten, die im stark mit Abwasser
belasteten Lotsjon oder in der Fulda unterhalb der Einleitungs-
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stelle der seinerzeit noch ungeklarten Abwasser der Stadt Ful-
da ermittelt wurden. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass es sich
bei den Werten der v'Orliegenden Untersuchung urn Daten aus
dem Januar handelt, wahrend zumindest die Maximalwerte aus
den anderen Biotopen aus dem Sommer stammen. Vor aHem
aber muss beachtet werden, dass durch die Peilrohrentnahme
nur ein kle':ner Teil der Bakterien, die tatsachlich fUr die Stoff-
umsetzungen im Grundwasser verantwortlich sind, erfasst
wird. Der gr6sste Teil befindet sich auf den abgelagerten Sand-
und Kiespartikeln (s. dazu z.B. Matthess, 1973), so dass das
wirkliche heterotrophe Potential in por6sen Grundwasserleitern
sicher noch urn einiges h6her anzusetzen ist.
Die Vermutung einer Vergleichbarkeit von Vmax (heterotro-
phes Potential) und des relativen heterotrophen Potentials Vr
bei der angewendeten Konzentration von 600 ttg Glucose!l hat
sich bestatigt. Das zeigen der Korrelationskoeffizient beider Pa-
rameter (r=0,98, P<O,OOl) und der Vergleich der absoluten
Werte; Vr ist regelmassig nur wenig kleiner als Vmax.
Betrachtet man die flachenhafte Verteilung von vr, so zeigL
sich eine Tendenz zu einem Maximum dieses Masses des bak-
terieHen Umsatzpotentials im Bereich des Uebergangsgebietes
von sauerstoffarmem zu sauerstoffreichem Grundwasser. Eben-
so ergibt sich eine deutliche Tendenz der Abnahme zu den nicht
Tab. 3, Korrelationen (***PLO,OOl, *O,Ol<PL 0,05,ohne Zeichen P>O,05).
Bakterien/ml Vr 0,29
Bakterien > Ill-mimI Vr O,5S*
Stabchen > 1 [tm/ml Vr 0,59*
Vmax Vr 0,9S***
organisch belasteten Gebieten im Westen und in Fliessrichtung
des Grundwasserk6rpers. Problema tisch erscheint wiederum das
Ergebnis von PR 8.
Dieses Bild verschiebt sich bei Betrachtung des spezifischen
relativen heterotrophen Potentials (vrlB) , also bei Bezug von
Vr auf die Zahl der Bakterien (Abb. 10). Hier liegen die h6chsten
Werte bei den Peilrohren 8, 23 und 24, also im randlichen Be-
reich des belasteten Grundwasserstromes. Hohe Werte gibt es
auch im sauerstoffarmen inneren Bereich des erfassten bela-
steten Gebietes. Die Abnahme zu den nicht verschmutzten
Arealen im Westen und auch im Sudosten sowie in Fliess-
rich tung ist deutlich.
Die Korrelationsberechnungen von Bakterienzahlen und rela-
tivem heterotrophen Potential (Tab. 3) ergeben keine signifi-
kante Korrelation von Vr mit den Gesamtbakterienzahlen. Es
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Tab. 4. Ausgewahlte Vmax-Werte fUr die Aufnahme von Glucose aus anderen
Gewassern.
Vmax Quelle
~I-Lg .1-1 .~-=-1} ~ _ __
0,2 - 1,2 Overbeck, 1975
1 . 10 Wetzel, 1967
0,007 - 0,5 Hobbie & Wright, 1968
0,1 . 15 Allen, 1969
< 250 Dusing, 1973
0,06 - 9,64 Crawford et aI., 1974
Gewasser
Plussee, Holstein
Crooked Lake, Indiana, USA
Erken, Schweden
Lotsjon, Schweden
Fulda
Pamlico River Aestuar,
Nol'th Carolina, USA
Rohrwiesenbach, Hessen
(Waldalbschnitt)
Breitenbach, Hessen
(Wiesenabschnitt)
0,05 . 3,0
0,09 - 1,5
Marxsen, 1976, 1980
Marxsen, 1976, 1980
gibt aber deutlicche Beziehungen zu den grossen Bakterien. Das
stimmt uberein mit der Annahme einer besonderen Bedeutung
dieser Bakterien fur den heterotrophen Stoffumsatz, die sich
sowohl aus ihrer grossen Biomasse als auch aus ihrem beson-
ders zahlreichen Vorkommen in Gewassern mit erh6htem
Nahrstoffgehalt ergibt.
Eine direkte Berechnung der bakteriellen Biomasse war noch
nicht m6glich. Auf einer derartigen Grundlage ergaben sich
m6glicherweise noch deutlichere Korrelationen mit den Vr -
Werten.
Auch die Betrachtung der Ergebnisse der Untersuchr ngen
zur heterotrophen Aktivitat zeigt die Problematik der Ent-
nahmetechnik auf. Besonders auffallige Abweichungen weisen
die Daten von PR 8 auf.
Die Parameter der heterotrophen bakteriellen Aktivitat sind,
ebenso wie schon die Zahl der Bakterien sowie der Anteil der
grossen Bakterien, bei PR 1 und PR 3 nicht erh6ht, obwohl die
Konzentration der ge16sten organischen Substanz in diesem
Bereich einen deutlichen Anstieg aufweist. Dam1t entsprechen
die bakteriellen Parameter den Sauerstoffwerten, deren Ten-
denz zum Anwachsen in Fliessrichtung des Grundwasserstro-
mes nicht gest6rt ist. Das Fehlen eines Anstiegs der bakteriel-
len Aktivitat trotz offensichtlich erh6hter Menge an organischen
Substanzen spricht fur das Vorhandensein von relativ schwer
abbaubaren organischen Stoffen in diesem Bereich (vgl. SJ.
6. SCHLUSSBETRACHTUNG
Sowohl die auflichtfluoreszenzmikroskopische Methode zur
Erfassung von Gesamtbakterienzahlen in Gewassern als auch
cUe Verfahren zur Bestimillung der heterotrophen Aktivitat
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mittels 14C-markierter organischer Substanzen haben sich als
geeignet auch zur Charakterisierung von bakteriellen Popula-
tionen im Grundwasser sandig-kiesiger Ablagerungen erwiesen.
Einer Verbesserung bedarf die Entnahmetechnik. Sie erm6g-
lichte im Rahmen dieser Untersuchungen nur die Erfassung
eines kleinen Teiles der im Grundwasser wirksamen Bakterien.
Das VerhiUtnis des erfassten Teiles zur Gesamtzahl, das an ver-
schiedenen Entnahmestellen schwanken kann, konnte nicht er-
mittelt werden. Es ist jedoch damit zu rechnen, dass diese
Schwachen der Entnahmetechnik beim Fortgang der Arbeiten
uberwunden werden (vgl. Marxsen, 1982). Trotz der Notwendig-
keit einer Weiterentwicklung der Methodik haben sich erste
bemerkenswerte Befunde bei der Untersuchung eines organisch
verunreinigten Crundwasserstromes ergeben, sowohl zur quan-
titativen Verteilung der Bakterien als auch uber ihre hetero-
trophe Aktivitat.
Derartige Ergebnisse k6nnen zur genaueren Erfassung der
Rolle der Bakterien innerhalb der biologischen Selbstreinigungs-
prozesse in por6sen Grundwasserleitern beitragen. Da die gegen
Infiltrationen sehr anfalligen grundwasserfuhrenden sandig-
kiesigen Substrate (vgl. Husmann, 1972) auch naturgegebene
Trinkwasserreservoire darstellen, haben die hier angegangenen
subterranlimnologischen Probleme besondere Bedeutung bei der
Bewaltigung der zunehmenden Wassersorgen auf del' einleitend
schon betonten 6kologischen Grundlage mit Berucksichtigung
aller an den intergranularen Selbstreinigungsprozessen be-
teiligten Faktoren.
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ZUSAMMENFASSUNG
In der Johannesaueim Fulda-Tal bei Fulda wurde ein sandig.kiesige Abla-
gerungen durchziehender, durch organische Substanzen verunreinigter Grund-
wasserstrom untersucht. Dazu wurden im Januar 1979 aus 16 uber das Gebiet
verteilten Peilrohren {Abb. 2) Proben entnommen.
Zur Charakterisierung der Bakterienpopulationen wurden, soweit bekannt,
erstmalsbisher nur in Oberflachengewassern angewandte Verfahren benutzt,
die zum Teil fur die Grundwasseruntersuchungen verandert wurden. Die Zahl
der Ba~terien wurde mit Hilfe einer auflichtfluoreszenzmikroskopischen !Me-
.thode unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes Acridinorange ermittelt,
die gleichzeitig eine Erfassung der Bakterien nach Form und Grosse ermog-
lichte. Die heterotrophe bakterielle Aktivitat charakterisierende Parameter wur-
den mit Hilfe 14C-markierter organischer Substanzen bestimmt.
Die Zahl der Bakterien im m~ttels Peilrohren entnommenen Grundwasser
schwankte zwischen 1,4 und 11,3 x 106 Bakterien pro ml (Tab. 2, 'AJbb.6). Das
relative Glucose-Aufnahmepotential vr' das bel einer Substratkonzentration im
Sattigungsbereich der Aufnahmekurve gemessen wurde, betrug 0,12 - 0,74 Jl.g
Glucose .1~1.h-l (Abb. 9), das entsprechende spezifische Potential betrug 0,02
_ 0,18 I!g Glucosle .h-1.Ba~t.~l (Abb. 10). Die Ergebnisse stimmen mit den stel.
lenweise gleichzeitig ermittelten WeI1ten der maximalen Aufnahmegeschwin.
digkeit Vmax gut uberein (Tab. 2).
Die vorliegenden Befunde geben erste Aufschlusse uber die Verteilung der
Bakterienzahlen und der heterotrophen bakteriellen Aktivitat im Grund.
wasser des Untersuchungsgebietes. Es konnten Beziehungen aufgezeigt werden
zwischen den bakteriologischen Parametern und dem Sauerstoffgehalt
(Abb. 3) sowie dem Kaliumpermanganatverbrauch (Abb. 4).
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A Note on Directed Phytokarst in Sarawak (E. Malaysia).
Martin Laverty.
SUMMARY
A distinctive new type of phytokarst. oriented towards available Hght. has
been found in cave entrances in the Gunong Mulu National Park, Sarawak,
E. Malaysia. The kerst features of this area are spectacular and important.
Folk, Roberts and Moore (1973) noted an «unusually grote-
sque karst, characterised by jagged, spongy pinnacles of black-
surfaced limestone» at Hell, Grand Cayman, in the British West
Indies. They distinguished this from ordinary karst because
«plant filaments cover the whole surface, actively boring and
dissolving their way into the rock and are not simply a surface
coating; and the major distinctive morphological features- deli-
cately spongy form and random orientation - are produced by
boring plants, not through solution by rainwater which simply
washes over the surface». They define this landform as phy-
tokarst and restrict this to the attack of endolithic algal fila-
ments on carbonate rocks, the algae dissolving their way into
these in order to escape bright sunlight, to obtain metabolic
carbon, or to obtain a damp tunnel to better hold capillary
water. The authors do, however, envisage the process as being
extendable to «other kinds of susceptible rocks» and to «other
types of endolithic plants, such as fungi». Their opiniion was
that phytokarst «probably occurs only in the more humid tro-
pical climates» and that «important algal rock sculpture is
either rare or has gone unrecognised in tropical karst». Chadha
(1976) has since described similar phytokarst in Jammu Pro-
• School of geography., OxfordUniv.
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vince in N.W.India, where black-coated carbonate rocks present
tne appearance of a «stony lacework ... resembling a sponge".
This note gives a preliminary report of presumed phytokarst
uoserved in the Gunong Mulu National Park, Sarawak. The
uccurrences described here differ from those of earlier reports
m that the landform are highly oriented towards a light source
and occur in cave entrances.
The Gunong Mulu National Park is situated at 114° 55' E,
4u 05' N, on the island of Borneo. The climate is humid tropical
with some monsoonal influence; the temperature varies little
from 27° C, and the annual rainfall is about 5000 mm on thb
lowlands. Mulu Formation sandstones, shales and slates are
uverlain by the pure, Eocene-Miocene Melinau Limestone For-
mation, which forms upstanding mountains and also under-
lies a karst marginal plain. Very extensive cave systems (over
100 km to 1983) have been discovered in these mountains and
It is in the entrances to some of these caves that directed phy-
tokarst has been observed. In particular, fine examples occur
in the main entrance to Hijau Lobang (Green Cave), in the
Skylight of Lobang Angin (Cave of the Winds), and in the main
and skylight entrances to Gua Terangair (Clearwater Cave).
Details of the caves are to be found in Brook and Waltham
(1978), Eavis (1981); popular accounts of the geomorphology in
Sweeting (1979), and of the caves in Waltham & Brook (1979),
and full details of all work carr:ed out in the area will appear
in the Sarawak Museum Journal (Kuching).
Waltham describes the directed phytokarst (first called pho-
tokarst by the spele6logical team which discovered it) thus:
«photokarren consists of solutional slots inclined at around 45°
and all oriented towards the sunlight from the cave entrance
which controls the plant growth on the rock» (Brook & Wal-
tham, 1978. At least two distinct morphological forms exist,
however, which can be identified by focussing attention on
the residual rock. The two forms resemble either a sheaf of
rods of several millimetres uniform diameter up to 10 cm long,
or an arrangement of jagged spearheads up to 1/2 m in length
and 10 cm base diameter. The latter may vary between being
bladed and being conical, sometimes having delicate bridges
linking them to adjacent spears; in this characteristic they
resemble the phytokarst illustrated by Fol.k et al.
The rock surface is light green in colour in contrast to the
vp-ry dark or black colours observed by Folk et al. and Chadha.
This is probably because of a different endolithic population
to the coccoid blue green algae (Gloeocapsa alpina) identified
at Hell. At Hijau Lobang, the major flora observed were
thought to be blue-green algae (unidentified) as well as mos-
ses (Verrucaria sp.J and lichens (Pinnatella sp.J.
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The phytokarst was observed both on bedrock and on boul-
ders on which shafts of direct sunlight fell, always being orien-
ted precisely towards the incident direction of the light. It may
be significant that the Melinau Limestone in which the phy-
tokarst has developed has been found to be one of the hardest
limestones known, according to the Schmidt hammer tests
carried out by M.J.Day (Sweeting, 1979). The phytokarst at
Hell is also developed in very hard dolomites, and that of Jam-
mu in «highly dolomitised biolithites with an extreme degree
of diagenesis».
Further observations
Chemical and hydrological observations show that the rate
of limestone corrosion in the area is very high - about 150 m3
km-2yr-1• This is supported by direct weight loss measurements
on limestone tables exposed in different environments for 9
months. For example, 20 g cubes lost up to 10% of their mass
when suspended in a river, 5% when buried in soil, slightly less
in leaf litter, and up to 2% when hung in the open air and
subject only to rainfall. It is probably because of this that nor-
mal forms of surface karren dominate open-air outcrops: these
can develop to spectacular proportions, as illustrated by the
Pinnacles, limestone needles up to 50 m in height which cover
substantial areas of the mountain terrain m.G. Ley 1980),
- Geographical Journal). Phytokarst may, however, prove to
be more extensive than at present known for certain in the
twilight zones of the caves. In particular, the very jagged, fret-
ted surfaces of bedrock, boulders and old speleothem in many
of the entrances might be so explained.
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RIASSUNTO
Un tipo particolare di ntocarsismo. condizionato dalla provenienza della
luce, e stato .trovato nella zona di ingresso di alcune grotte del Gunong Mulu
National Park a Sarawak nella E. Malaysia.
II fenomeno e dovuto al,l'azione di alghe(e/o muschi e licheni) suHe roere
carbonatiche. La superficie rocciosa soggetta a questa azione appare di colore
verde chiaro COn delle protuberanze di varia forma, descrttte nel testo, ed
orientate nella direzione di provenienza dena luce.
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The Role of C02 in Gypsum Speleogenesis:
1° contribution
P. Forti. and E. Rabbi ••
SUMMARY
Starting from direct observations carried out inside gypsum caves around
Bologna Otaly) , the authors develop a new theory about the role played by
C02 in gypsum karstification.
Such a theory agrees with the presenCe of calcite sinters inside gypsum ca.
ves w~thout any source of calcium carbonate .(cover or inteJ1bedding layer).
Moreover, starting from this theory, gypsum speleogenesis has to Ibe always
considered as a hyperkarstic phenomenon (more than 3 components at the
equilibrium) .
INTRODUCTION
The opmlOn that gypsum speleogenesis is a parakarstic phe-
nomenon (Cigna, 1978), to be ascribed only to the solution of
calcium sulphate by percolating water, and therefore quite in-
dependent from the CO2 content of the waters (Picknett, 1976),
is generally accepted.
Such an opinion, despite its diffusion, does not agree at all
with the direct observations, which day by day are carried out
in gypsum karst around Bologna (Italy).
It is common here to see in caves which have no source (co-
ver or interbedded) layers of calcium carbonate, water can cause
at the same time the deposition of calcite sinter and the simul-
taneous dissolution of gypsum.
Starting from this fact, which is impossible to explain with
the current theory of gypsum speleogenesis, we decided to ana-
lyse critically the genetic hypothesis for gypsum caves.
In the present work, we started from the description of direct
• Istituto Italiano di Speleologia - Via Zamboni 67 . Bologna _ Italy
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observations carried out in the gypsum caves of Bologna, and
then we analysed the physico-chemical conditions present when
gypsum. dissolution and calcite deposition can occur. We found
that the role played by CO2 in gypsum speleogenesis is a very
important one, not only in the particular case of the caves of
Bologna, but also in the most general field of gypsum karsti-
fication.
DIRECT OBSERVATIONS
A few kilometers from Bologna in the gypsum formation of
the Messinian, there are over 150 caves, half of which contain
calcareous concretions. Frequently concretions are represented
by small areas of thin wall crusts, but sometimes (as in Novella,
Coralupi, Pisoliti caves) the calcite flows reach a length up to
20 meters and a thickness up to more than 30-50 centimeters.
The largest of such calcareous formations are actually found
in caves within outcropping gypsum, so that it is impossible
for meteoric waters to dissolpe calcium carbonate in some over-
lying formations (cover) and then to bring this into the caves
Therefore, to explain the genesis of such calcareous concretions,
a statistical analysis of the physico-chemical conditions, in which
the calcite deposition occurs, has been carried out: we found
Fig. 1 - Novella cave: eroded gypswn crystals of the Hoar with overlying cal-
cite sinter by ,the same dripping water.
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that there are 4 common features fur all the concretions to be
taken into account.
Such conditions are to be regarded as necessary if the calcium
carbonate deposition is to be present. They are:
1) All the caves, which have calcite sinter, are developped un-
der a ground surface covered which woodland, with a soil layer
which is from 20 to 150 centimeters thick and lying directly on
gypsum rocks. On the other hand, none of the caves have any
calcite sinter inside, if they are developped in gypsum without
soil cover.
2) All calcite sinters are found a few meters within the cave,
that is extremely near to the surface; moreover they grow in
those places, which the percolating water reaches rapidly: this
is certified by small leaves, twigs and other materials introdu-
ced from the surface by the water.
3) All calcite sinters rest upon eroded or washed gypsum
crystals, or over a thin clay layer, which, in turn, rests on eroded
or washed gypsum crystals; moreover, most of the concretions
are free from gypsum substratum, being connected only in a
few places in areas far from the direct circulations of the water.
Besides, it is common to see that water dissolves gypsum and
forms calcite sinter in the same place.
Fig. 2 . Novella cave: eroded gypsum crystal inside calcite sinter: it is evident
that calcium carbonate growth has followed the dissolution of gypsum.
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4) The pH of the concreting waters is always in the range
7.8-8.2, while those of the water unsaturated with respect to cal-
cite vary from 7.0 to 7.4.
DISCUSSION
The first condition which seems to be needed for producing
calcite sinter is the presence of woodland cover, which causes
a notable increase in CO2 content of the water, and at the same
time the presence of a humic basis and acids, so that the resul-
ting solutions can be buffered within pH of 7.8 to 8.2, which are
the values we measured in the concretioning zones of gypsum
caves.
Owing to the increase of the C03= ions, caused by the presence
of a high concentration of dissolved CO2 along with a slightly
alkaline pH, calcium carbonate deposition is obviously favoured.
The second observed condition is the closeness to the surface
of all calcite concretions, which means that the water becomes
Fig. 3 . Tempio Cave: on the right there are some calcite crusts almost com.
plete1y dateched from gypsum; on the left and at the bottom of the photo
we can see three parallel calciJte blades.. .
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oversurated with respect to CaC03 a few meters inside gypsum
rocks. This fact clearly indicates that as soon as the water starts
dissolving gypsum, Le. as soon as a given concentration (lower
than the saturation one for gypsum) of Ca+ + (before entirely
absent in the solution) is reached, the calcium carbonate de-
position immediately occurs and such a process stops after a
few (10-20) meters.
Therefore a direct relation has to exist etween gypsum so-
lutions and calcite deposition in gypsum caves. The dissolution
features of the gypsum beds below all calcite sinters are in agree-
ment with such a direct relation: in fact the starting step of the
concretioning process always is the gypsum dissolution together
with calcite deposition made by the same water (see fig. 1-2).
Owing to this double action it is easy to explain the genesis, on
quite vertical walls, of calcite crusts, which are almost comple-
tely detached from gypsum substrata (see fig. 3), and also of
the calcareous parallel blades, which during their growth pra-
ctically follow the progressive withdrawing of the gypsum
walls, dissolved by percolating water (see fig. 4).
Moreover the presence of a thin clay layer beneath the con-
Fig. 4 - Novella Cave: The largest isolated calcite b:ade: it is over 16 meters
high and over 3 meters long, but only 10-15centimeters thick. 1st distance from
gypsum wall is now about 2 meters.
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Fig. 5 . Novella Cave: BrOken calcite flows showing clay layers inside,
ROLE OF C02 IN GYPSUM SPELEOGENESIS 213
Fig. 6 - Novella cave: cross section of a calcite blade with clay layer inside
a"s nucleus.
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cretion and over the gypsum substratum is to be expected star-
ting from our theory.
In fact when the gypsum rock is dIssolved, ?- small quantity of
clay remains, and if the water circulates slowly enot1gth, the
clay forms a thin layer between the gypsum and the calcite sin-
ter. Successively when the solution of the rock proceeds the clay
deposit is not enough to fill the void produced and therefore we
observe the growth of a calcite crust quite unattached to the
gypsum.
Moreover this theory explains the presence, otherwise very
difficult to justify, of clay layers, which we commonly find as
nuclei of calcite flows or of calcite parallel blades (see figs. 5,6).
In fact when the gypsum rock is dissolved, a smoll quantity of
tion and clay layer erosion; along with calcium carbonate de-
position and gypsum dissolution; this process builds up a single
isolated calcite blade or many parallel blades.
A
~2~
B
"3
c
Fig. 7 - Evolutionary steps in the formation of calcite sinter blades inside gyp.
sum caves:
1 - Gypsum/2 _ Clay/3 _ Calcite sinter /4 - Waler flow.
Step A: water flow dissolves gypsum wall and deposees calcium carbonate ..
with the creation of a thin clay layer ,between gypsum and calcite sinter.
Step B: Ithe clay produced by ,the solution of gypsum is not enough to ,fill the
void fomed the progressive withdrawing of the gypsum wall leaves isolated
calcite blade, with Or without ely 'layer inside (this due to vater stifness)
Step C: the same situation of step A is obtained: a new calcite blade is now
~rowin~ to form parallel blades,
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Moreover the difference in pH existing between concretioning
and unconcretioning waters of the same cave agree perfectly
with the present theory. In fact the lower the value of pH, the
lower the C03= concentration has to be and therefore it is more
difficult for supernaturation to occur with respect to CaC03•
In the concretioning waters, during the time that Ca+ + ions
are removed from equilibrium by calcite deposition, solution of
gypsum takes place, so that the concentration of S04= is increa-
sed while that of C03= is lowered and that of Ca+ + remains
quite the same. Owing to the fact that C03= ion can cause hydro-
lysis while the S04= can not, the developing of calcite deposition
leads to a lowering of pH, until an equilibrium is reached and
calcite dep'osition stops.
All the experimental data agrees with the hypothesis of a di-
rect relation between gypsum solution and calcite deposition.
We decided, therefore, to evaluate the influence of CO2 concen-
tration in gypsum speleogenesis by means of theoretical calcu-
lations, starting from the experimental data found in gypsum
caves near Bologna.
The system is well defined if the gypsum solution equilibrium
(Kps=3.922X 10-5 at 10° C; Marshal and Slusher, 1966) is added
to those necessary to define the CaC03 - H~O - CO2 system (Pi-
cknett, 1976).
150
500
6.5 15 B pH
Fig. 8 . The equilibrium pattern for the system C02' HzO . CaCO'l . CaSO •.2HzO
at 100 C and with respect to COoz and pH.
Table I '- Calculated concentrations for solutions saturated with respect to CaCOI and CaSO •.2H,O at 10° C
[ C02] ;nit. [ ca++] [HCOjJ [CO;] [So:r [~2C03] [COl] [ caHcot] [ caC03] [ H+] [ow] pmAt pH
m molell IJmolell
9,8180 13,492 5,9432 3,5340 13,818 7,1684 1,4093 292,23 40,000 0,29507 0,01442 67,18664 6,6
5,3616 13,443 3,7308 1,4026 13,666 2,8449 '1,3938 184,02 40,000 0,18595 0,02280 26,66453 6,8
3,0617 13,409 2,3460 0,55722 13,565 1,1303 1,3835 115,95 40,000 0,11722 0,03608 10,59345 7,0
1,8135 13,387 1,4770 0,22154 13,500 0,44937 1,3769 73,096 40,000 0,07392 0,05713 4,21180 7,2
1,1065 13,377 0,93068 0,088122 13,463 0,17875 1,3731 46,099 40,000 0,04663 0,09050 1,67532 7,4
0,6921 13,372 0,58651 0,035052 13,432 0,071100 1,3699 29,076 40,000 0,02941 0,14338 0,66639 7,6
0,4436 13,364 0,36990 0,013952 13,417 0,028299 1,368'3 18,341 40,000 0,01856 0,22718 0,26524 7,8
0,2919 13,359 0,23339 0,005555 13,413 0,011267 1,3680 11,572 40,000 0,01171 0,36002 0,10560 8,0
0,1981 13,359 0,14720 0,002211 13,403 0,004484 1,3670 7,3004 40,000 0,00739 0,57053 0,04203 8,2
0,1397 13,359 0,09284 0,000880 13,396 0,001785 1,3662 4,6059 40,000 0,00466 0,90415 0,01673 8,4
I) The concentration of CO, .. is fixed as CO2'' =HCOj+COi+ H,COI+CO)'+CaHCOt+CaCOj owing to the absence of any source for CaCOI (co-
ver or interbedded) InIZ. InIZ.
2) The concentration of SO. is fixed as IS04) = (Ca++)+ (CaHCOj) = + (CaCOJl
because we started from the hypotesis that Calcium has to be quite absent before gypsum solubilization.
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Now we used the constants and the method outlined by Pi-
cknett (1973, 1976), to compute the concentrations of the various
ions at the equilibrium for the system CaC03 - H20 - CO2 -
CaS04.2H20 at 100 C (which is very close to the actual tempe-
rature of the gypsum caves of Bologna) and at values of pH
varying from 6.6 and 8.4. Moreover we imposed the starting va-
lue for CA+ + to be the square root of the solubility constant
for gypsum and also that the S04= to be always equal to the
sum of concentrations of CA+ +, CaC03• This was because the
starting hypothesis was that all the calcium present has to de-
rive from gypsum solution.
The results of such an analysis, listed in table 1, were used
to trace out the equilibrium curve for the system with respect
to CO2 and pH (see fig. 8). In this diagram the zone under the
curve represents solutions in which the CO2 concentration is
lower than the equilibrium one, so that, if calcite sinter is pre-
sent, the water will dissolve it and so cause gypsum deposition.
On the other hand, water with a composition in the region
over the curve, will deposit calcium carbonate and so will dis-
solve more gypsum than that stated for pure water.
Now, if we consider pH values in the range of our measure-
ments and pC02 values not too far from normal, we can imme-
diately deduce from the diagram of fig. 8 that in gypsum caves
water could never be aggressive with respect to calcite, and
this perfecly agrees with all the observations made in gypsum
caves near Bologna, where we never have seen redissolution
features over active or fossil calcite sinters.
Moreover, starting from table 1, it is possible to evaluate the
behaviour of water with a given value for CO2 and pH, then it
comes in contact with gypsum; each time the quantities of
CaC03 and of CaS04.2H20 which are to be dissolved or deposi-
ted to reach the condition of equilibrium can be computed.
It is obvious that a large error would affect the simple tran-
sposition of the data obtained by these theoretical calculations
to the real cases of all the caves, because a cave water always
contains many dissolved salts beside calcite and gypsum, and
so its behaviour is often quite different from the expected one
obtained starting from the considered equilibria.
But it is important to emphasize that our results are effective
not only for gypsum caves, but also for all the cases in which
the system CaC03 - H20 - CO2 - CaS04.2H20 is present. Conse-
quently, keeping in mind that natural water always contains
some dissolved CO2, every time natural water comes in contact
with gypsum rocks, the equilibria outlined before have to take
place .
. Therefore, if we start from Cigna's classification of karstic
phenomena (Cigna. 1978), gypsum speleogenesis has to be clas-
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sified not has a parakarstic one (2 components in equilibrium:
gypsum and water), but always as a hyperkarstic phenomenon
(more than 3 components in equilibrium: gypsum, calcite, water,
carbon dioxide).
Owing to the fact that gypsum speleogenesis is an hyperkar-
stic phenomenon, it is obvious therefore that the explanation
of all the genetic mechanism could be quite complicated. And
this fact justifies why in gypsum caves it is still possible to see
morphologies and formations not well known or not yet com-
pletely explained.
RIASSUNTO
La presenza di cancreziani calcaree all'interna di grotte gessase del Balagne.
se, che sana del tutta prive di una sargente qua;Jsiasi (capertura ad interstrata)
di questa minerale, ha spintO' gli autari a rivedere criticamente Ie tearie spe.
leagenetiche per i!l gessa.
Dall'analisi delle asservaziani sperimentali cando-He in tutte Ie principali
gratte cancrezianate del Bolognese e dai calcali tearici fatti risu1ta evidente
il ruala impartante giacato dalla CO2 nella carsificaziane dei gessi.
Tali risuLtati pai sana del tutta generaU e quindi pass ana essere applicati
nan sal a nel particalare casa delle Gratte Balagnesi. da cui si era parUti, rna
alla generalita dei casi di spe1eagenesi gessasa.
Ina1tre, graz:e a questa tearia, e facile spiegare la genesi finO' ad aggi ancara
nan spiegata, di alcune cancreziani calcaree delle gratte Balagnesi: quali Ie
lame isalate a parallele e la presenza al lara interna di argilla.
Quale canseguenza 1agica di questa ,tearia si ha pai che i fenameni spelea-
genetici in gessa debbana sempre esser cansiderati ipercars:ci (pili di 3 cam.
panenti all'equilibria: gessa, calcare, acqua e anidride carbanica) e nan pa.
racarsici (2 campanenti all'equilibria: gessa e acqua), came e stata fabta finO'
ad oggi.
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OBITUARY
Dr. Edgar Kingsley Tratman, O.B.E., D.Se., M.D.
President of the 7th International Speleological Congress, 1977, U.K.
Dr. Tratman died after a hearth condition in late August 1978.
He was 79 and had been an active caver right up to his illness
which developed after his traditional Eashter expedition to Coun-
ty Clare Ireland in 1978.
«Trat", as he was known to British cavers, was a founder
member and life-long supporter of the University of Bristol Spe-
leological Society who, beginnig in 1919, began the systematic
exploration of the caves and archaeological sites of the Mendip
Hills. Perhaps most importantly the Societj' de'tided to rec'ord
its finds in a publication of a very high standard - the Procee-
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dings - which has an international audience and in which Dr.
Tratman had completed his 50th paper before his death!
Forced to leave Mandip and Bristol by his brilliant career in
dentistry and medicine, Trat spent 21 years in Malaya where
he founded the department of dentistry in the University and
was imprisoned by the Japanese during World War 2.
After returning home, he re-established the museum of the
U.B.S.S. which had been damaged by fire due to enemy action,
and participated very actively in the development of Karst
hydrology in the Geography Department of Bristol University.
Trat gave most of his explorational energy to County Clare in
the west of Ireland. Not only the extensive post-glacial cavern
development attracted him; the people, the air and the Guinness
did too! He used his own funds to finance student labour forces
for caving, water tracing and latterly to act as chauffeurs. The
culmination of the effort was «The Caves of North-west County
Clare», the first book, other than caving guides devoted to a
caving region of the British Isles.
Although a very distinguished scholar, with no less than nine
major academic and national honours (including recognition
by the University of Bristol as Doctor of Science), Trat was a
lively wit with a flare for satire and fun. Even in his seventies
he was still revising his polites, scientific ideas and attitudes
with the flexibility of on undergraduate. He had no objection
to jokes at his own expense, such as the suggestion that he knew
more about the Pleistocene in Britain than anyone else because
he was there, and that he should be radio-carbon dated!
Dr. Tratman was the motivating force behind the 7th Inter-
national Speleological Congress and the unanimous choice for
President. He worked hard on the Executive Committee, led an
archaeological symposium and chatted his way round the Shef-
field centre from morning till night to help the officers run the
event smoothly. The reason? He had looked forward to the Con-
gress coming to Britain for twenty years and had campaigned
for seven to make it a success. Meeting all his old friends and
many new ones at the Congress was his last major ambition
and he died a happy man. He will long be remembered as a fa-
ther figure in British Speleology, an inspiration and a friend.
His ashes have been spread upon the Mendip Hills.
Malcolm Newson
Int. J. Speleol. 11 (1981). pp. 221-222.
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SHAW, Trevor R. - History of Cave Sci'ence: the scientific inve-
stigation of limestone caves to 1900 - XVI + 490 pp., 2 volumes
1979, £. 25.000 ($60.00). Mrs. Anne Oldham, Rhychydwr, Cry-
mych, Dyfed, Great Britain .
.As early as 1850 the scientific study of caves was established
when Schmidl proposed the term Hohlenkunde, «Speleology»
apparently was introduced by Emil Riviere sometime between
1890 and 1892. But as early as the sixteenth century caves have
been visited and studied for scientific purposes. In this work
Shaw treats in prodigious detail the geomorphological aspects
of speleology; speleogenesis; growth of speleothems, and karst
):1ydrology. Environmental aspects and the biology of caves are
treated only incidentally.
This is a pioneer work. As Shaw indicates there is a great
shortage of general studies of scientific speleology and only
a limited amount of detailed historical study on most aspects
of speleology. A recent increase in spelean hist'ory as witnessed
in a dozen reviews quoted by Shaw and the founding of such
groups as the Jenolan Cace Historical and Preservation Society
and the American Spelean History Association makes the pub-
blication of this work timely and Significant. It reflects many
years of research by the author.
The capter on cave exploration is perhaps the most fascina-
ting. In earlier times cave exploration had as its motive the
search for lead, copper, alluvial gold, or even guano, birds nests.
saltpeter or fossil bones of supposed dragons to be sold for me-
dicinal purposes. There is no evidence that the calcareous
nature of the cave was considered in the early days of explo-
ration. Martel's extraordinary feats of exploration are recoun-
ted; one is hard pressed to suggest a greater cave explorer con-
sidering the primitive nature oi his equipment.
Subterranean rivers; early theories of cave origin (including
water flowing between the poles); the relation of intermittent
springs to caves and the water table concept are treated in cie-
tail. Treatment of speleogenesis and epeieothems comprise over
half the textual volume and represent the most significant con-
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tribution of Shaw's research. Earthquakes, flood, man himself
and dozens of other theories have been advanced for the origin
of caves and their formations. As early as the 18th century
though there was evidence advanced for the phreatic origin
of caves. F.e. Evans in 1870was the first to propose this concept
to a scientific society, the Cardiff Naturalist's Society.
Shorter chapters deal with man and animals in caves; the
relationship of speleology to other sciences, and a selection of
seminal publications and societies that have contributed to the
development of speleology. All of the photographs, maps and
other figures are published separately in volume 2, which also
contains a number of historical appendices and the extensive
bibliography. The reader should be aware that both volumes
have been produced by mineographing; several type faces have
been used and the method of publication does not lend to great
clarity of reproduction of figures and diagrams. However, the
magnitude of these volumes would necessitate an even greater
cost if published by more conventional means.
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